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© Verfahren zur Herstellung eines synthetischen Knochenmatertals mit korpereigenen Eigenschaften 

Die Erf indung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines synthetischen Knochenmaterials mit korpereige- 
nen Eigenschaften. 

Hierbei werden menschiiche Knochenzellen (Praosteobla- 
sten und Osteoblasten) extrakorporal auf den dem knochen- 
ahntichen Material ahnlich calciumphosphatischen Werk- 
stoffen, Substratmaterialien in Form von Biopolymeren oder 
Mischungen aus beiden gezuchtet. 
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Beschreibung 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
lebender KnochenersatzmateriaJien durch extrakorpo- 
rale Zuchtung autogener Knochenzellen auf Calcium- 
phosphatmaterial und/oder organischen Substanzen, 
wobei ein "VerbundmateriaT entsteht, welches dem Pa- 
tienten reimplantiert werden kann, von dern zuvor ent- 
sprechende Knochenzellen entnommen wurden. 

In der orthopadischen Chirurgie besteht ein dringen- 
der Bedarf an Knochenersatz, mit dem auch groBere 
Defekte uberbruckt und geheilt werden konnen. Sol- 
cher Knochenersatz findet Einsatz z. B. bei folgenden 
Indikationen: 

— In der Traumatologie bei ausgedehnten Trum- 
merbruchen und groBen Defekten; 

— bei onkologischen Operationen zur endgultigen 
Stabilisierung und Ausf ullung des Defektes; 

— bei schweren Wirbelsaulendeformitaten wer- 
den in groBem Umfang Knochen transplantiert; 

— beim kunstlichen Gelenkersatz; 

— in der Kieferchirurgie u. a. 



Obersattigungszustande aus den Iebenden Zellkulturen 
zu beseitigen. 

Das vorzugsweise porose CaP-Matrixmaterial kann 
durch seine auBere Erscheinungsform, z. B. Granulate 
5 oder monolithische Formteile mit durchgehenden Po- 
ren (Abb. 2 b) optimal an unterschiedliche Indikationssi- 
tuationen angepaBt werden. 

Ahnlich positive Ergebnisse konnten mit Substratma- 
terialien in Form von Biopolymeren wie Kollagen Typ I 
io erzielt werden. Kombiniert man die erfindungsgemaBen 
Biopolymere mit den erfindungsgemaBen CaP-Materia- 
lien, so laBt sich das Ergebnis des erfindungsgemaBen 
Verfahrens noch weiter verbessern. 



is Beispiele: 

1. CaP-Matrix 

Als eine besonders gunstige Ausfuhrungsart fflr die 
20 CaP-Matrizen wurde die Verbindung Tricalciumphos- 
phat (^-Whitlockit) aus stochiometrischen Mischungen 
aus CaHP04 und CaC03 durch Sintern uber mehr als 
8 h bei 1 1 00° C gemaB der Formel 



Da autologer Knochen (dh. Knochen desselben Pa- 25 2CaHPQ 4 + CaCG 3 3 CaO • P 2 0 5 + H 2 Q | + f 



tienten) nur im begrenzten MaBe zur Verfugung stent, 
wurden bisher homologe Knochen aus der Knochen- 
bank eingesetzt. Bei standig steigendem Bedarf wird das 
Angebot an immunologisch geeignetem Material je- 
doch zunehmend geringer. Deshalb ist z. B. schon ver- 
sucht worden, keramische Werkstoffe auf der Basis von 
Calciumphosphaten, denen eine gewisse osteo-indukti- 
ve Wirkung zugeschrieben wird, in die betreffenden de- 
fekten Stellen des Korpers einzusetzen. Derartige Mog- 
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hergestellt, die entstandenen massiven Probemateria- 
lien wurden spanabhebend und mittels Bohren in durch- 
30 gangig porose Formstucke (Abb. 2 b) uberfuhrt 

Hierbei muB durch diese Wahl der Synthesebedin- 
gungen sichergestellt sein, daB die gemaB Abb. 3 mit 
Tricalciumphosphat (3 CaO x P2O5) koexistierenden 
Phasen Dicalcium- und Tetracalciumphosphat mog- 



lichkeiten konnten aber die Aufgabe zur Therapie gro- 35 lichst nicht gebildet werden bzw. durch moglichst voll 
Berer Knochendefekte nicht erfullen, weil nur kleinere 
Defekte uberbruckt werden konnten. Die biologische 
Wirkungsweise derartiger Materialien ist zudem nach 
wie vor unkiar. 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 40 
Knochenmaterial mit korpereigenen Eigenschaften her- 
zustellen, das von seinen AusmaBen her geniigend groB 
ist, um auch groBere Defekte uberbrucken zu konnen 

Die Losung dieser Aufgabe besteht im Prinzip darin, 
knochenbildende Zellen, wie z. B. Osteoblasten aus der 45 
Zellkultur, extrakorporal mit calciumphosphatischen 
Werkstoffen, die chemisch dem Knochenmaterial ahn- 
lich sind, und/oder Substratmaterialien in Form von Bio- 
polymeren zu kombinieren und auf diesen Materialien 



standigen Umsatz verschwinden, da diese ietzteren Ver- 
bindungen zellschadigende pH-Werte entwickeln und 
dadurch die Entwicklung der Zellkulturen beeintrachti- 
gen. 

2. Kollagen-Matrix 

Die Herstellung von Kollagen entsprechender Rein- 
heit, d. h. ohne immunologisch bedenkliche Proteine, er- 
folgt nach einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsart 
aus tierischen Knochen, vorzugsweise vom Kalb, aber 
auch vom Menschen. Hierzu werden Knochenstucke in 
0^ normaler HC1 entkalkt, sodann wird das entkalkte 
Material mit Pepsin oder anderen Proteasen behandelt, 



zu kultivieren. Dabei sollen die gewissermaBen als Ma- 50 welche die nicht-kollagenen Proteine 'Verdauen 1 ' und 
trix dienenden Werkstoffe und Substratmaterialien so 
beschaffen sein, daB sie gunstige Lebensbedingungen 
fur die extrakorporale Entwicklung von Iebenden Kno- 
chenzellen bieten, so daB sich diese auch gut vermehren 
lassen. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, daB die Ver- 
wendung calciumphosphatischen Materials einer Zu- 
sammensetzung moglichst nahe dem Verhaltnis 
CaO:P 2 05=3:l diese Anforderungen erfullt Diesem 
Verhlltnis entsprechen die Verbindungen Tricalcium- 
phosphat und Hydroxylapatit (vgL Abb. 3). Hiermit wur- 
de es moglich, auch eine kurzfristige Generierung von 
Knochenmaterial zu gewahrleisten. 

Eine besonders vorteilhafte VerfahrensmaBnahme 
besteht darin, die auf den CaP-Matrizen abgelagerten 
Zellkulturen in Zeligeneratoren (Abb. 1) standig von 
Nahrlosung umstromen zu lassen, um sie so optimal mit 
der Nahrlosung zu versorgen sowie gleichzeitig lokalc 



abbauen. Das verbleibende gelformige Kollagen wird 
mit HC1 oder Essigsaure gelost und durch Zugabe von 
CaCh-Losung bei 4°C ausgefallt und von der Losung 
getrennt (1. Reinigungsschritt). Zur weiteren Reinigung 
55 wird das Kollagen wiederum in HCI aufgelost und durch 
erneute Zugabe von CaCfe-Losung ausgefallt Diese 
Reinigung wird insgesamt dreimal wiederholt, wobei ein 
hochreines, von Fremdproteinen freies Kollagen, Typ I 
gewonnen wird. 
60 Die Viskositat und der Vernetzungsgrad dieses Kolla- 
gens, welches zur Herstellung der Zuchtungsmatrix be- 
nutzt wird, kann durch die Ca 2+ -Konzentration in wei- 
ten Grenzen eingestellt werden. 

65 3. Anzucht der Zellkultur 

Hinsichtlich der Anzucht menschlicher Osteoblasten- 
zellen envies sich folgender Weg als vorteiJhaft: Die aus 
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dem Beckenkamm eines Menschen intra operationem 
entnommenen Knochenstuckchen wurden rnittels phy- 
siologischer Kochsalzlosung nach Dulbecco von Blut 
gereinigt und mit 5000 E/ml und 5000 u.g/ml Penicillin- 
streptomycin zum Schutz gegen Infektionen behandelL 5 
Nach nochmaliger Reinigung werden die so behandel- 
ten Knochenproben in einer Nahrlosung aus"10% fota- 
lem Kalberserum ernahrt (37° C, 5% CO2, 20% O2 und 
100% relative Luftfeuchtigkeit). Die Nahrlosung wurde 
alle 2 Tage gewechseit. Hierdurch wachsen die Zellkul- 10 
turen und differenzieren sich zu Osteoblasten. 
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monolrthischer, dem zu behandelnden Knochende- 
fekt angepaBter Form vorliegen. 



4. Vermehrung der Zeilkultur und Bildung des 
"Verbundmaterials" 

15 

Die so angezuchteten Osteoblasten werden nach ei- 
ner vorteilhaften Arbeitsweise rnittels 0,03% Ethylendi- 
nitrotetraessigsaure-Losung dispergiert und mit einer 
berechneten Konzentration von ca. 3600 Zellen/cm 2 
Substrat in die porose Calciumphosphat-Matrix einge- 20 
schwemmt Nach einer zweistiindigen Ruhezeit haberi 
sich die Zellen auf der Keramik abgesetzt Dann wird 
mit der Durchflutung der Zelle mit Nahrlosung begon- 
nen. Die chemische Zusammensetzung und insbesonde- 
re der Ph, Pc02, P02 werden in der austretenden Losung 25 
laufend gemessen. Wenn sich die Losung durch die Zel- 
laktivitat und durch partielle Anlosung der CaP-Matrize 
meBbar andert, wird die einstromende Nahrlosung ent- 
sprechend korrigiert. So ist gewahrleistet, daB die Zellen 
stets optimale Lebensbedingungen behalten und die ge- 30 
samte durchstromte Matrize oberflachlich mit einem 
dichten "Zellrasen" uberziehen. Dies ist nach ca. 2 Wo- 
chen der Fall. 

Patentanspruche 35 

1. Verfahrcn zur Herstellung eines synthetischen 
Knochenmaterials mit korpereigenen Eigenschaf- 
ten, dadurch gekennzeichnet, daB man menschli- 
che Knochenzellen (Praosteoblasten und Osteobla- 40 
- sten) extrakorporal auf den dem naturlichen Kno- 
chenmineral ahnlichen calciumphosphatischen 
Werkstoffen, Substratmaterialien in Form von Bio- 
polymeren oder Mischungen aus beiden ziichtet 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB man als calciumphosphatische Werk- 
stoffe dem Verhaltnis CaO^Os *=3:l moglichst 
eng entsprechende Calciumphosphate und als Bio- 
polymere Kollagen verwendet 

3. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 2, dadurch ge- 50 
kennzeichnet, daB man autologe Knochenzellen 
verwendet 

4. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man einem fremden, aber immu- 
nologisch geeigneten Patienten entstarnmende 55 
Knochenzellen verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man die auf den Matrizen abge- 
lagerten Zellkulturen von der Nahrlosung standig 
umstrdmcn laBt. 60 

6. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Matrixmaterialien eine 
durchgangige porose Form haben. 

7. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Matrixmaterialien in granu- 65 
larer Form vorliegen. 

8. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die porosen Matrixmaterialien in 
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